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xRESUMO
Os nucleotídeos e o nucleosídeo derivados da guanina (DG) têm sido implicados em
diversas funções extracelulares importantes, como a modulação da transmissão
glutamatérgica e efeitos tróficos em neurônios e astrócitos. O glutamato (Glu) é o principal
neurotransmissor excitatório do sistema nervoso de mamíferos e a ativação de seus receptores
tem importante papel em processos fisiológicos e patológicos. O objetivo deste estudo foi
analisar o possível papel neuroprotetor e/ou neurotrófico dos DG em culturas de astrócitos
submetidas a incubações com glutamato e em co-culturas com neurônios granulares
cerebelares. Glu (1 mM ou 10 mM) não induziu apoptose em astrócitos cerebelares após 24h
ou 48h de incubação, porém 10 mM de Glu induziu necrose após 48h de tratamento. GMP (1
mM) não induziu necrose ou apoptose e também não protegeu os astrócitos contra a necrose
induzida pelo glutamato. Em astrócitos pré-tratados com GMP ou GUO (guanosina; 1 µM,
100 µM ou 1 mM) por 24h e co-cultivados com neurônios cerebelares, observou-se um
aumento significativo no número de neurônios em cultura após 24h. Entretanto, não se
observou alteração no número de neuritos por neurônio ou no comprimento dos neuritos.
GMP e GUO não induziram proliferação de astrócitos ou neurônios. GMP ou GUO (1 µM,
100 µM ou 1 mM) promoveram alterações na organização das proteínas da matriz
extracelular (MEC), laminina e fibronectina, da forma puntual (no controle) para a forma
fibrilar. Estes resultados demonstram que Glu (10 mM) induz necrose em astrócitos
cerebelares após 48h de tratamento e que GMP (1 mM) não protege estas células da
toxicidade induzida pelo glutamato. Entretanto, os DG (GUO e GMP) alteram a organização
das proteínas da MEC, laminina e fibronectina, aumentando assim, a sobrevida de neurônios
cerebelares co-cultivados com astrócitos.
xi
ABSTRACT
Guanine derivatives (GD) have been implicated in diverse important extracellular
functions, such as modulation of glutamatergic transmission and trophic effects on neurons
and astrocytes. Glutamate (Glu) is the main excitatory neurotransmitter in mammalian
nervous system and its receptors activation exerts important roles in physiological and
pathological processes. The aim of this study was to investigate the putative neuroprotective
or neurotrophic role of GD in astrocyte cultures submitted to glutamate and in cerebellar
neuron-astrocyte cocultures. Glu (1 mM or 10 mM) did not induced apoptosis in cerebellar
astrocytes after 24h or 48h, however 10 mM Glu induced necrosis after 48h of treatment.
GMP (1 mM) did not induced necrosis or apoptosis or neither protect astrocytes against
glutamate-induced necrosis. A significant increase in the number of cerebellar neurons in
coculture was observed after the treatment of astrocytes with GMP or GUO (guanosine; 1
µM, 100 µM or 1 mM) for 24h. However, through evaluating neurite outgrowth, no
alterations in the number of neurites per neuron or in neurite length were observed. GMP or
GUO did not induce proliferation of neurons or astrocytes. GMP and GUO altered the
organization of the extracellular matrix (ECM) proteins, laminin and fibronectin, from a
punctual (in the control cultures) to a fibrilar organization. These results demonstrate that Glu
(10 mM) induces necrosis in cerebellar astrocytes after 48h of treatment and GMP (1 mM)
does not protect astrocytes against glutamate-induced toxicity. However, GD (GUO and
GMP) alter the organization of the ECM proteins, laminin and fibronectin, increasing the
number of cerebellar neurons cocultured with astrocytes.
11.0. INTRODUÇÃO
1.1. NEURÔNIOS E ASTRÓCITOS:
O termo neuroglia foi descrito pela primeira vez pelo patologista alemão Rudolf
Virchow, em 1846. Virchow descreveu a neuroglia como um tecido que ocupa regiões entre
os neurônios, sendo semelhante aos tecidos conectivos de outros organismos. Ainda no
Século XIX, o citologista italiano Camilo Golgi, desenvolveu técnicas de coloração baseadas
na impregnação metálica, que possibilitaram a descoberta de classes distintas de células não
neuronais. Mas foram Santiago Ramón y Cajal e Pio del Río Hortega que desenvolveram,
utilizando as técnicas de Golgi, um sistema de classificação das células gliais que persiste até
hoje (KIMELBERG & NORENBERG, 1989; RAKIL, 2003).
Neste sistema, a maior parte das células da neuroglia é classificada como macroglia
e uma minoria é chamada de microglia. A macroglia é subdividida em astrócitos e
oligodendrócitos. Os oligodendrócitos são conhecidos por formar a bainha de mielina que
envolve o axônio dos neurônios. Os astrócitos aparecem em duas formas principais: fibrosa e
protoplasmática. Astrócitos fibrosos são encontrados na substância branca e seus processos
apresentam-se em forma de longas fibras, os astrócitos protoplasmáticos são encontrados na
substância cinzenta do Sistema Nervoso Central (SNC) e apresentam-se na forma estrelada.
Apesar dos astrócitos diferirem anatomicamente, as diferenças funcionais entre eles não são
bem conhecidas (KIMELBERG & NORENBERG, 1989; RAKIC, 2003).
Os astrócitos estão presentes, juntamente com os neurônios, desde os primeiros
estágios de desenvolvimento do SNC. Como células da glia radial constituem o melhor
substrato para a migração dos neurônios (RAKIC, 1971). Após o desenvolvimento, suas
2principais funções são manter a homeostase neuronal, como equilíbrio iônico, através do
tamponamento de potássio, e suprimento energético (DRINGEN & HAMPRECHT, 1992). Os
astrócitos são ainda responsáveis pela regulação dos níveis de alguns neurotransmissores na
fenda sináptica. Diversos trabalhos demonstram a presença de transportadores para glutamato
na membrana de astrócitos (GEGELASHVILI & SCHOUSBOE, 1997; STANIMIROVIC et
al., 1999; CONTI & WEINBERG, 1999). Uma vez captado, o glutamato é amidado à
glutamina pela enzima glutamina sintetase, uma enzima essencial para o metabolismo do
glutamato que está presente especificamente nos astrócitos (MEAROW et al., 1990).
Os neurônios são diferenciados das células neurogliais por seus processos
polarizados especializados, os axônios e dendritos, os quais propagam potenciais de ação,
formam junções sinápticas com outros neurônios e outros tipos celulares e formam sítios de
liberação de neurotransmissores. Ao mesmo tempo, os neurônios possuem receptores para
neurotransmissores, os quais estão arranjados em padrões específicos nos dendritos, corpo
celular e axônio (OLIET et al., 2001; ROWITCH et al, 2002).
Neurônios e astrócitos possuem algumas propriedades em comum, além da origem
comum, o ectoderma, ambos possuem núcleo relativamente grande para o volume do
pericário, são capazes de liberar neurotransmissores e expressam proteínas receptoras para
neurotransmissores na superfície de suas membranas (VERKHRATSKY & STEINHAUSER,
2000).
Os astrócitos aparecem muito precocemente no SNC em desenvolvimento e uma
variedade de formas gliais emerge através da proliferação de células precursoras e
progenitoras. Enquanto os neurônios são gerados nas zonas proliferativas, geralmente na
superfície ventricular, os astrócitos são gerados em todas as camadas do encéfalo embrionário
(LEVITT & RAKIC, 1980; RAFF et al., 1983).
31.1.1. Proteínas do citoesqueleto de astrócitos:
Um importante passo para o entendimento das funções dos astrócitos ocorreu no
início da década de 1970, com a descoberta da proteína glial fibrilar ácida (GFAP). A GFAP é
a maior proteína de filamentos intermediários encontrada no citoplasma de astrócitos e é um
marcador de diferenciação astrocitária (ENG, 1985; KIMELBERG & NORENBERG, 1985;
LEFRANÇOIS et al., 1997; MENET, et al., 2001). Além da GFAP, os astrócitos expressam
outros dois tipos de filamentos intermediários: vimentina e nestina. A nestina e a vimentina
são as principais proteínas expressas em astrócitos imaturos, enquanto astrócitos em processo
de diferenciação ou diferenciados expressam vimentina e GFAP, que formam polímeros entre
si (CLARKE & ALLAN, 2002; ENG, 1994).
O envolvimento da GFAP na formação de processos astrocitários foi demonstrado
através da inibição da expressão de GFAP (WEINSTEIN et al. 1991). Vários trabalhos têm
sugerido o envolvimento da GFAP na manutenção da arquitetura cerebral (LIEDTKE et al.,
1996) e na modulação de funções neuronais por astrócitos (PEKNY et al, 1998).
1.2. INTERAÇÃO NEURÔNIO-GLIA:
Durante o desenvolvimento do SNC de mamíferos, os astrócitos constituem o melhor
substrato para a migração neuronal e o crescimento de axônios (RAKIC, 2003).
LEFRANÇOIS et al. (1997), demonstraram que a inibição da síntese da GFAP, que leva à
redução da hipertrofia astroglial, reverte o bloqueio do crescimento neurítico normalmente
observado após uma lesão. MENET et al. (2001), observaram que a inativação da GFAP, mas
não da vimentina, aumenta a sobrevida neuronal e o crescimento de neuritos através do
4aumento da expressão de proteínas da matriz extracelular (MEC) e de moléculas de adesão.
Este fenótipo parece ser o mesmo observado em astrócitos imaturos, nos quais a vimentina é
rapidamente detectada, mas a GFAP não, e onde os astrócitos são ótimos suportes para o
crescimento axonal e migração neuronal (MENET et al., 2001; PRIVAT, 2003).
As interações entre neurônios e astrócitos podem ocorrer através da liberação de
fatores solúveis, moléculas de sinalização celular e neurotransmissores, ou através de junções
celulares do tipo “gap” (HAYDON, 2000; BARRES & BRADE, 2000). As junções do tipo
“gap” podem regular o estabelecimento de conexões químicas e elétricas que por sua vez
podem ser utilizadas para comunicações relativamente rápidas entre glia e neurônio
(HAYDON, 2000).
Os astrócitos atuam na manutenção de um ambiente propício para os neurônios,
através do tamponamento do potássio extracelular, que é aumentado pela atividade neuronal
(KIMELBERG & NORENBERG, 1989) e da recaptação de neurotransmissores da fenda
sináptica (NEDERGAARD et al., 2002).
Além disso, vários trabalhos têm demonstrado uma correlação entre o
desenvolvimento glial e a sinaptogênese, sugerindo o envolvimento de astrócitos na formação
das sinapses. No SNC de ratos, os neurônios formam suas sinapses durante a terceira semana
pós-natal, depois da diferenciação dos astrócitos estar completa (PARNAVELAS et al.,
1983). Tem sido proposto que fatores solúveis derivados da glia ou de neurônios
(neurotrofinas) são necessários para a maturação das sinapses no desenvolvimento in vitro,
além de apresentarem um papel crucial no controle do número de neurônios e no crescimento
de neuritos (BIBEL & BARDE, 2000; PFRIEGER & BARRES, 1997).
As neurotrofinas, sintetizadas e liberadas por neurônios, têm sua síntese e secreção
dependente da atividade neuronal (THOENEN, 1995). A primeira neurotrofina identificada
5foi o fator de crescimento neuronal (NGF) (LEVI-MONTALCINI, 1966), seguida pelo fator
neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4/5 (NT4/5)
(VICÁRIO-ABEJÓN et al., 2002). As neurotrofinas atuam unindo-se a duas classes distintas
de receptores transmembrana, os receptores com atividade de tirosina quinase, traduzindo
sinais de sobrevida celular, ou o receptor para neurotrofinas p75, traduzindo sinais de morte
celular (KAPLAN & MILLER, 2000).
Vários trabalhos têm demonstrado que não só as neurotrofinas, mas também a
proteína S100β, o fator de crescimento fibroblástico (FGF), o fator de crescimento de
transformação (TGF) e o fator de crescimento epidérmico (EGF), potencialmente secretados
pelos astrócitos, apresentam um papel importante na neurogênese (KUHN et al., 1997; KANE
et al., 1996) e na neuritogênese (MATINEZ & GOMES, 2002).
A proteína S100β, membro da família S100 de proteínas acídicas e ligantes de
cálcio, é amplamente expressa no cérebro e é conhecida por promover sobrevivência e
diferenciação neuronal através do aumento de cálcio intracelular, regulando a fosforilação de
proteínas alvo e a atividade enzimática, translocação do fator nuclear κB (NFκB) e
aumentando a expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 (ROTHERMUNDT et al., 2003;
HUTTUNEN et al, 2000; ALEXANIAN & BAMBURG, 1999; CASTETS et al., 1997).
Os efeitos da S100β dependem da sua concentração extracelular local.
Concentrações nanomolares parecem exercer efeitos neuroprotetores, aumentando a sobrevida
neuronal durante o desenvolvimento (UEDA et al., 1995; BHATTACHARYYA et al., 1992;
WHITAKER-AZMITIA et al., 1990) e estimulando o crescimento neurítico (VAN ELAIK et
al., 1991; WINNIGHAM-MAJOR et al., 1989); e concentrações micromolares de S100β
produzem efeitos neurodegenerativos através da indução do RNA mensageiro e expressão da
proteína precursora da β-amilóide (LI et al., 1998).
6O EGF e o FGF são mitógenos potentes para progenitores neurais multipotenciais
implicados em vários aspectos da neurogênese (CAMERON et al., 1998). GOMES et al.
(1999), demonstraram que o TGFβ e o EGF secretados por astrócitos cerebelares em cultura
em resposta ao hormônio da tireóide, T3, são capazes de modular a proliferação celular. Além
disso, astrócitos tratados com T3 induzem neuritogênese através do aumento de EGF e FGF e
do envolvimento da MEC (MARTINEZ & GOMES, 2002; TRENTIN et al., 2003).
1.2.1. Proteínas da Matriz Extracelular (MEC):
A MEC corresponde a um complexo multifuncional de proteínas e proteoglicanos
(PGs), produzido pelas próprias células e altamente organizado para proporcionar a
integridade estrutural e servindo de substrato para adesão da maioria das células em
organismos vivos  (VENSTRON & REICHARDT, 1993). O reconhecimento dinâmico entre
as células e a MEC, assim como a mobilização de diversos fatores de crescimento por
remodelação da MEC, resultam em transdução de sinal, regulação da expressão gênica e
modificação de processos celulares como diferenciação, proliferação adesão e migração
celular (PESHEVA & PROBSTMEIER, 2000; STREULI, 1999; SECHELER &
SCHWARZBAUER, 1998).
Os efeitos da MEC nos processos celulares são mediados por receptores
transmembrana heteroméricos chamados integrinas. As integrinas traduzem o sinal
extracelular para o citoplasma da célula envolvendo mudanças no citoesqueleto bem como em
proteínas GTPases e quinases (KUCHENBAUER et al., 2001; SCHWARTZ, 2001).
Muitos dos componentes da MEC foram descobertos em tecidos não-neuronais e
incluem a fibronectina (FN), laminina (LN), vitronectina, colágenos, PGs, tenascina e
7trombospondina, porém grande parte destes está expressa no SNC (LETOUNEAU et al.,
1994). A laminina e a fibronectina, que são expressas no SNC e exercem importante papel na
interação neurônio-astrócito, serão abordadas neste estudo.
Figura 1: Representação da organização da MEC. Entactina, perlecana, colágeno tipo IV e
laminina são proteínas da MEC. ALBERTS et al. (2002).
1.2.1.1. Laminina:
Depois dos colágenos, a laminina é o maior componente da MEC. A LN é uma
glicoproteína de aproximadamente 70 nm de comprimento, formada por uma cadeia α de 400
KDa e por duas cadeias β (β1 e β2), de aproximadamente 215 KDa e 205 KDa,
respectivamente. A LN é sintetizada e secretada pelos astrócitos, depositada nos espaços
extracelulares e fixada na superfície celular através da ligação das integrinas (FARWELL et
8al., 1995; HYNES, 1987). A regionalização das moléculas de LN na MEC é determinada
pelos contatos focais, que são complexos macromoleculares formados pelo agrupamento de
integrinas ligadas a microfilamentos de actina (FARWELL et al., 1995; REICHARDT &
TOMASELLI, 1991).
Além de fornecer substrato adesivo para as células, a LN promove ótimas condições
para o crescimento de neuritos, estando sozinha ou associada com o proteoglicano sulfato de
heparana. No sistema nervoso em desenvolvimento a LN é encontrada ao longo das rotas de
migração dos neuroblastos e ao longo dos tratos de fibras em crescimento (LUCKENBILL-
EDDS, 1997; LIESI et al., 1995; LETOURNEAU et al., 1988).
Figura 2: Estrutura da Laminina. ALBERTS et al. (2002).
1.2.1.2. Fibronectina:
A fibronectina é uma glicoproteína multifuncional encontrada na MEC, composta de
duas subunidades unidas por pontes dissulfeto, próximas às extremidades C-terminal.
Apresenta domínios específicos para ligação com outras proteínas de matriz, para
9glicosaminoglicanos e para integrinas (ZAGRIS, 2001). A organização da FN na MEC pode
mediar adesão celular, afetar a morfologia, migração e diferenciação celular no SNC e
diminuir a velocidade do cone de crescimento neuronal (KUHN et al., 1995; STEWART &
PEARLMAN, 1987).
Diversos estudos têm demonstrado que a associação de fatores de crescimento e FN
pode regular a diferenciação (SERINI et al., 1998) e migração celular (NAGEL &
WINKLBAUER, 1999) e que sinais intracelulares podem ser transmitidos para a rede de FN
da matriz através das integrinas (WU et al., 1998).
Figura 3: Estrutura da Fibronectina. ALBERTS et al. (2002).
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1.3. DERIVADOS DA GUANINA:
Os nucleotídeos da guanina têm sido implicados em numerosas funções
intracelulares, como na síntese de proteínas, na sinalização transmembrana, translocação de
proteínas no retículo endoplasmático, diferenciação e proliferação celular e controle do
movimento vesicular nas células (BOURNE et al., 1990).
Os nucleotídeos, 5´-guanosina-trifosfato (GTP) e 5´-guanosina-difosfato (GDP),
apresentam um papel intracelular essencial no ciclo de ativação/inativação das proteínas
ligantes de nucleotídeos da guanina, tanto heterotriméricas como monoméricas, comumente
chamadas de proteínas-G ou GTPases de baixo peso molecular, respectivamente. Estas
proteínas com atividade GTPásica realizam a transdução do sinal extracelular em respostas
celulares específicas, sendo sua ativação e a conseqüente modulação de proteínas efetoras
dependente da troca do GDP pelo GTP intracelular, formando um complexo proteína-G/GTP,
que diminui a afinidade dos receptores acoplados aos seus neurotransmissores específicos e
modulam a atividade de efetores específicos. Uma atividade GTPásica intrínseca às
proteínas-G promove a hidrólise do GTP a GDP, levando a proteína-G ao seu estado inativo.
Não foi demonstrada até então nenhuma interação de 5´-guanosina-monofosfato (GMP) e do
nucleosídeo guanosina (GUO) com as proteínas-G (EXTON, 1998; MORRIS & MALBON,
1999).
Diversas evidências têm demonstrado um importante papel extracelular
desempenhado pelos nucleotídeos e nucleosídeo derivados da guanina (DG), como moléculas
de sinalização intercelular e na modulação da transmissão glutamatérgica.
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1.3.1. Efeitos tróficos dos nucleotídeos e nucleosídeo derivados da guanina
(DG):
Quando agindo extracelularmente, os DG apresentam efeitos tróficos tanto em
células gliais quanto em neurônios hipocampais em cultura (RATHBONE et al., 1999). Foi
demonstrado que estes compostos podem exercer seus efeitos tróficos indiretamente através
do aumento na produção de neurotrofinas, como o NGF e a NT-3 e pleiotrofinas, como o FGF
ou a proteína S100β em culturas de astrócitos (CICCARELLI et al., 2001).
CICCARELLI et al. (2000) demonstraram que os efeitos mitogênicos exercidos pela
GUO exógena em astrócitos corticais de ratos, são mediados por mecanismos envolvendo
adenosina (ADO) e fatores solúveis derivados da microglia. Porém, muitos efeitos da GUO
não são bloqueados pela adição de antagonistas de receptores de adenosina em células PC12
(GYSBERS & RATHBONE, 1992).  Além disso, estudos realizados com astroblastos de
pintos demonstraram que GUO e seus nucleotídeos estimulam a proliferação celular (KIM et
al., 1991)
Em células PC12, observou-se que o GTP aumenta moderada e constantemente o
influxo de cálcio, através da ativação de canais de cálcio do tipo-L (dependentes de
voltagem) e liberação de cálcio das vesículas intracelulares, levando a efeitos neuritogênicos
nestas células (GYSBERS et al., 2000).
Além disso, neurônios hipocampais de camundongos embrionários respondem ao
GTP e à GUO de maneira dependente de concentração. Estes DG promovem aumento da
arborização e crescimento de neuritos quando os neurônios são co-cultivados com astrócitos
(RATHBONE & JUURLINK, 1993).
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Os astrócitos são a principal fonte de purinas no SNC. Em condições fisiológicas, os
astrócitos podem liberar tanto os derivados da adenina (adenosina e ATP), quanto os
derivados da guanina (GUO e GTP). Sob condições de hipóxia/isquemia, as células
astrocitárias podem liberar até três vezes mais GUO que em condições normais, e a
concentração desta purina pode permanecer elevada por até 30 minutos (CICCARELLI et al,
1999). A presença de DG no líquido cefalorraquidiano de humanos, ou seja, no espaço
extracelular, já foi demonstrada (REGNER et al., 1997).
Apesar dos efeitos biológicos dos nucleosídeo e nucleotídeos derivados da guanina
estarem bem estabelecidos, poucas evidências demonstram a existência de receptores para
estes compostos. Observou-se que GTP une-se a sítios específicos em membranas cerebelares
de pintos, sítios estes que não apresentam atividade enzimática (GTPásica) (TASCA et al.,
1999a) e dados recentes sugerem a possível existência de sítios de ligação para GTP em
células PC12 (GYSBERS et al., 2000) e para a GUO em preparações de membrana de
cérebro de ratos (TRAVERSA et al., 2002). Portanto, o(s) sítio(s) de interação e o(s)
mecanismo(s) de ação específicos dos DG ainda não são bem conhecidos.
1.3.2. DG e transmissão glutamatérgica:
Tem sido demonstrado que os DG interferem com a união de glutamato a seus
receptores e em respostas celulares e na excitotoxicidade promovida por glutamato. Vários
estudos demonstraram que GMP, GDP e GTP podem inibir a união de L-[3H] glutamato e
agonistas ionotrópicos (N-metil-D-aspartato - NMDA, alfa-amino-3-hidróxi-metilisoxazole-
propionato - AMPA e kainato - KA) a seus receptores, sem interagirem com as proteínas-G
(MONAHAN et al., 1988; SOUZA & RAMÍREZ, 1991; PAZ et al., 1994; PAAS et al., 1996;
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DEV et al., 1996, TASCA et al., 1999a; BURGOS et al., 1998). PORCIÚNCULA et al.
(2002), demonstraram que GUO, GMP e GppNHp (análogo pouco hidrolisável do GTP)
inibem a união de glutamato e AMPA em preparações de membranas pós-sinápticas de
córtex cerebral de ratos.
Utilizando-se fatias de hipocampo de ratos, foi demonstrado que os DG inibem a
fosforilação da proteína glial fibrilar ácida (GFAP)(TASCA et al., 1995) e o acúmulo de
AMP cíclico induzido por glutamato e análogos metabotrópicos (TASCA et al., 1998).
Também se observou que os DG potencializam o acúmulo de AMP cíclico induzido por
adenosina em fatias de hipocampo de ratos jovens e fatias de tectum óptico de pintos
(TASCA et al., 1999b; TASCA & SOUZA, 2000).
Estudos avaliando a neurotoxicidade induzida por glutamato in vivo demonstraram
que os DG administrados via intraperioneal, intracerebroventricular (MALCON et al., 1997;
SCHMIDT et al., 2000) ou via oral (LARA et al., 2001) protegem contra a lesão neuronal e
contra convulsões induzidas pela injeção de ácido quinolínico (agonista do receptor NMDA) e
que o GMP reverte o efeito de glutamato em respostas comportamentais como a esquiva
inibitória (RUBIN et al., 1996; RUBIN et al., 1997). Em estudos utilizando modelos de
excitotoxicidade in vitro, foi observado que os DG protegem contra a toxicidade em um
modelo de hipóxia (REGNER et al., 1998) e previnem a toxicidade produzida por glutamato
em modelos de isquemia química (MOLZ et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002).
Assim, vários trabalhos têm sido realizados com a finalidade de elucidar os
mecanismos de proteção dos DG contra a toxicidade induzida pelo glutamato.
Em relação ao transporte de glutamato por astrócitos, demonstrou-se que GUO
aumenta a recaptação de glutamato em culturas de astrócitos corticais, promovendo uma
diminuição na sua concentração extracelular, o que sugere um outro mecanismo para sua
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ação protetora contra a excitotoxicidade. Este efeito não é inibido pela administração de um
inibidor do transporte de nucleosídeo ou por antagonistas de receptores de adenosina,
sugerindo um sítio de ação extracelular sem o envolvimento de receptores de adenosina
(FRIZZO et al., 2001).
1.4. TRANSMISSÃO GLUTAMATÉRGICA:
O neurotransmissor glutamato é considerado o principal mediador de sinais
excitatórios do SNC de mamíferos e estando envolvido em muitos aspectos funcionais do
cérebro, tais como: cognição, aprendizagem, memória e controle motor (FONNUM, 1984;
COLLINGRIDGE & LESTER, 1989; MICHAELIS, 1998; SEGOVIA et al., 2001).
O metabolismo celular do glutamato envolve tanto neurônios quanto astrócitos. Nos
neurônios, o glutamato é transportado para o interior de vesículas sinápticas por um carreador
de baixa afinidade através de um mecanismo dependente de gradiente próton-eletroquímico
promovido por uma ATPase (NAITO & UEDA, 1985) e subseqüentemente liberado após um
estímulo de despolarização promovido pela entrada de íons cálcio, que promove a exocitose.
Quando o glutamato é liberado para a fenda sináptica, ele interage com seus receptores
específicos localizados principalmente na membrana dos terminais pós-sinápticos e de
astrócitos.
Como parece não haver nenhuma enzima extracelular capaz de metabolizar o
glutamato liberado nos terminais sinápticos, a única maneira rápida e eficaz de promover a
sua retirada do fluido extracelular é através da recaptação feita por carreadores de alta
afinidade para o glutamato. Estes carreadores estão localizados nos neurônios e
principalmente nas células gliais e são dependentes de íons sódio (ROBINSON & DOWD,
15
1997). Uma eficiente captação de glutamato, suplementada por um processo de difusão
passiva para fora da fenda sináptica (ISAACSON & NICOLL, 1993), contribui para o
término das ações do glutamato em seus receptores sinápticos.
Nos astrócitos, o glutamato recaptado do fluido extracelular é convertido a
glutamina pela ação da enzima glutamina sintetase e liberado por intermédio de
transportadores de glutamina para o meio extracelular. A glutamina liberada pelos astrócitos
é captada pelas células neuronais e reconvertida a glutamato, pela enzima glutaminase. O
tráfego de glutamato e glutamina entre neurônios e astrócitos parece ser a maior rota de
reciclagem do neurotransmissor glutamato no SNC (DANBOLT, 2001).
Os astrócitos e neurônios expressam cinco isoformas de transportadores de
glutamato de alta afinidade e dependentes de sódio, os transportadores de aminoácidos
excitatórios (EAAT): o transportador de glutamato e aspartato (GLAST ou EAAT1), o
transportador de glutamato 1 (GLT1 ou EAAT2),  EAAC1 (EAAT3), EAAT4 e EAAT5. O
GLT1 é altamente expresso em  astrócitos de todo o SNC, e a expressão do GLAST, que
também é um transportador astrocitário, é baixa na maioria das regiões, com exceção da glia
de Bergmann no cerebelo (ROTHSTEIN et al., 1996; NEDERGAARD et al., 2002).
A diversidade funcional do neurotransmissor glutamato é resultado da existência de
uma grande variedade de receptores, os quais podem ser caracterizados em dois grupos,
denominados ionotrópicos e metabotrópicos (GASIC & HOLLMAN, 1994). Os receptores
ionotrópicos são uma família de canais iônicos caracterizados de acordo com seu agonista
mais seletivo: NMDA, AMPA e KA. Os receptores metabotrópicos acoplam-se a proteínas-G
e modulam efetores intracelulares(DUVOISIN et al., 1995).
Os receptores AMPA e KA são permeáveis a Na+ e K+ e são responsáveis pela
rápida ativação da neurotransmissão excitatória no SNC (BLEAKMAN & LODGE, 1998;
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SEGOVIA et al., 2001). O receptor do subtipo NMDA responde ao glutamato mais
lentamente do que os receptores AMPA e KA, ativando canais de Na+, K+, mas
principalmente de Ca2+, sendo dependente de voltagem e altamente regulado (SEGOVIA et
al., 2001; MICHAELIS, 1998).
Estudos de clonagem e expressão gênica têm levado à identificação das subunidades
dos receptores ionotrópicos, assim distribuídos: seis subunidades para receptores NMDA
(NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D e NR3), quatro para receptores AMPA (GluR1, GluR2,
GluR3 e GluR4) e cinco para receptores KA (GluR5, GluR6, GluR7, KA1 e KA2)
(MICHAELIS, 1998; PRYBYLOWSKI & WENTHOLD, 2004).
Os oito subtipos de receptores metabotrópicos são classificados em três subgrupos,
com base nas seqüências homólogas de seus aminoácidos. São eles: grupo I (mGluR1 e
mGluR5), grupo II (mGluR2 e mGluR3), grupo III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 e mGluR8)
(PIN & DUVOISIN, 1995). Os receptores do grupo I estão relacionados com a hidrólise de
fosfolipídios de membrana, os receptores do grupo II e os do grupo III modulam a atividade
da adenilato ciclase (DUVOISIN et al., 1995).
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Figura 4: Representação esquemática da transmissão glutamatérgica. (Adaptado de
SEGOVIA et al., 2001).
Vários estudos têm demonstrado a presença de subunidades de receptores
glutamatérgicos (GluRs) ionotrópicos e de receptores metabotrópicos em astrócitos. Dentre
eles, as subunidades NR1, NR2A e NR2B do receptor NMDA (JANSSENS & LESAGE,
2001), Glu 1-4 de AMPA (SEIFERT et al., 1997) e Glu 5-7 de kainato (DIANO et al., 1998) e
os receptores metabotrópicos mGluR2, mGluR3 e mGluR4 (BALÁZ et al., 1997).
18
1.5. EXCITOTOXICIDADE GLUTAMATÉRGICA:
A excessiva ativação da sinalização glutamatérgica pode levar à excitotoxicidade,
um fenômeno onde a ativação excessiva dos GluRs desencadeia a morte celular (CHOI, 1987,
LLANSOLA et al., 2000). O termo excitotoxicidade foi descrito pela primeira vez no final da
década de 1950 em neurônios da retina (LUCAS & NEWHOUSE, 1957). Mais tarde,
OLNEY (1969), observaram que esta vulnerabilidade é compartilhada por todos os neurônios
que contém GluRs. A partir de então, a excitotoxicidade glutamatérgica têm sido implicada
em insultos agudos ao SNC, como hipóxia e isquemia, e em doenças neurodegenerativas
crônicas, como as Doenças de Parkinson, Hungtinton e Alzheimer (CHOI, 1988; LIPTON &
ROSEMBERG, 1994).
Além de causar toxicidade para neurônios, o excesso de glutamato também pode
estar envolvido na morte de células gliais. Glutamato pode induzir morte celular em astrócitos
neocorticais (DAVID, 1996; CHEN et al., 2000) e em oligodendrócitos (MATUTE, 2002). A
microglia parece ser o tipo celular menos susceptível à excitotoxicidade. Isto é devido ao fato
de que estas células só expressam receptores para glutamato quando estão ativadas
(MATUTE, 1997).
Estudos de microdiálise in vivo demonstraram que durante a isquemia (BAKER et
al., 1991), hipoglicemia (SANDBERG et al., 1986) e trauma cerebral (FADEN et al., 1989) as
concentrações extracelulares de glutamato e aspartato estão altamente elevadas, atingindo
níveis comparáveis àqueles que são neurotóxicas em culturas de células (CHOI et al., 1987).
Em culturas primárias de neurônios cerebelares, a neurotoxicidade do glutamato é
mediada principalmente pela excessiva ativação dos receptores NMDA, levando a um
aumento nas concentrações de cálcio intracelular, ativação de proteases e nucleases, produção
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de espécies reativas de oxigênio e peroxidação lipídica, o que leva à desestabilização da
membrana celular e indução de estresse oxidativo (FRANDSEN & SCHOUSBOE, 1993).
1.6. MORTE CELULAR:
O fenômeno de morte celular, além de ser uma característica importante no
desenvolvimento do sistema nervoso, parece também ser a causa de muitas doenças
neurogedenerativas. Muitas destas doenças são caracterizadas por perda de neurônios em
regiões específicas do sistema nervoso (MATTSON, 2000).
A morte celular excitotóxica pode ser tanto necrótica quanto apoptótica (BONFOCO
et al.,1995; MATTSON, 2000). A necrose envolve rápido inchaço celular e é caracterizada
por perda da integridade da membrana, resultando em perda de íons potássio, entrada de sódio
e queda do potencial de membrana, queda energética com diminuição dos níveis de ATP,
diminuição da síntese de macromoléculas, destruição da mitocôndria e de outras organelas até
o rompimento da membrana celular e extravasamento do conteúdo intracelular (SASTRY &
RAO, 2000).
A morte celular por apoptose é uma resposta programada, lenta em curso de tempo e
envolvendo retração celular, condensação da cromatina e fragmentação do DNA (KERR et
al., 1972; CLARKE, 1990), sem diminuição dos níveis de ATP (MATTSON, 2000). A
apoptose pode ser ativada por sinais intrínsecos ou extrínsecos. Dentre as características
bioquímicas encontradas na apoptose ativada por sinais intrínsecos, pode-se citar a
translocação de proteínas pró-apoptóticas da família das Bcl-2 (Bax e Bad) do citosol para a
mitocôndria, com a conseqüente formação de poros na membrana  mitocondrial e liberação do
citocromo c para o citosol. A presença do citocromo c no citosol leva à ativação de enzimas
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denominadas caspases (cisteína-proteases) (THORNBERRY & LAZEBNIK, 1998;
MATTSON, 2000). Já a ativação da morte celular por apoptose por sinais extrínsecos envolve
a ativação de um receptor de membrana, por exemplo o receptor de Fas (CD95) que interage
com os domínios de morte celular de uma proteína associada ao Fas, levando a ativação da
caspase 8 que por sua vez ativa as caspases 3 e 7 (ZHANG & HERMANN, 2002). A ativação
de uma cascata de caspases pode então ativar DNAses que são responsáveis pela clivagem do
DNA em fragmentos internucleossomais (NAGATA, 2000) (Figura 5).
Figura 5: Esqu
ZHANG & HE
com domínios d
VIA EXTRINSECA VIA INTRÍNSECAema representativo da morte celular apoptótica. (Adaptado a partir de
RMANN, 2002). CD95 - receptor de Fas; FADD – proteína associada ao Fas
e morte celular; Bid – proteína pró-apoptótica da família das Bcl-2.
Ligante do Fas
CD95 - Fas
FADD
Caspase - 8
Dano no DNA
Mitocôndria
Liberação do Citocromo c
Caspase - 9
Caspases - 3 - 7
APOPTOSE
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Diversos estudos têm demonstrado que a exposição de neurônios corticais ao
glutamato pode causar necrose e apoptose dependendo da função mitocondrial
(ANKARCRONA et al., 1995; ANKARCRONA, 1998). Por outro lado, tanto necrose como
apoptose podem levar a uma diminuição na eficiência de captação do glutamato (MASSIEU
& TAPIA, 1997). Modelos de isquemia in vivo demonstraram a ocorrência de necrose na zona
isquêmica (local onde o acúmulo de glutamato causa dano celular), enquanto que na região de
penumbra as células inicialmente sobrevivem para posteriormente morrerem por apoptose
(IRVING et al., 2000).
Vários outros trabalhos utilizando diferentes modelos demonstram o envolvimento
da ativação de receptores glutamatérgicos e a indução de morte celular por apoptose com
liberação de citocromo c, ativação de caspases e fragmentação de DNA (HIRASHIMA et al.,
1999; THOMAS & MAYLE, 2001; CHEN, et al., 2001; HIRAI et al., 2002).  
Recentes trabalhos demonstraram que a adenosina e alguns de seus análogos
induzem apoptose via receptor de adenosina do sub-tipo A3 e via modulação da atividade da
enzima S-adenosilhomocisteína em culturas primárias de astrócitos corticais, porém o
tratamento de astrócitos corticais com altas concentrações de GUO (acima de 500µM) não foi
suficiente para induzir apoptose (ABBRACCHIO et al, 1995; IORIO et al., 2002).
Assim, considerando-se os efeitos tróficos sobre neurônios e astrócitos e os efeitos
sobre a modulação da transmissão glutamatérgica, tem sido sugerido que os DG podem agir
na manutenção da integridade celular ou na restauração e remodelagem do tecido nervoso
após trauma, isquemia ou doenças neurodegenerativas. Considerando o que foi exposto, o
presente estudo avalia a neurotoxicidade induzida pelo glutamato em astrócitos cerebelares
de ratos, enfatizando a investigação do tipo de morte celular (apoptose ou necrose) e o
possível papel neuroprotetor do GMP frente à neurotoxicidade glutamatérgica. Além disso,
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avalia os efeitos do GMP e da GUO sobre a neurogênese e neuritogênese em neurônios co-
cultivados com astrócitos pré-tratados com GMP e GUO, assim como analisa os efeitos de
GUO e GMP sobre a organização de proteínas da MEC em astrócitos cerebelares em cultura.
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2.0. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
Analisar o possível papel neuroprotetor e/ou neurotrófico dos nucleotídeos e
nucleosídeo derivados da guanina (DG) em astrócitos em cultura submetidos a incubações
com glutamato e em co-culturas com neurônios granulares cerebelares.
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS
1. Avaliar a neurotoxicidade do glutamato em culturas de astrócitos cerebelares e
determinar o tipo de morte celular envolvida (necrose ou apoptose);
2. Avaliar o potencial efeito protetor do GMP frente à toxicidade glutamatérgica em
culturas de astrócitos cerebelares;
3. Avaliar a neurogênese e a neuritogênese em neurônios cerebelares mantidos em
co-cultura com astrócitos cerebelares tratados com GMP ou GUO;
4. Analisar a organização das proteínas da matriz extracelular, laminina e
fibronectina, em astrócitos cerebelares tratados com GMP ou GUO.
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3.0. MATERIAIS E MÉTODOS
3.1 MATERIAIS:
3.1.1 Reagentes:
Ácido acético, ácido clorídrico, hidróxido de sódio e metanol foram adquiridos da
Reagen.
Ácido bórico, película de Hyperfilm foram adquiridos da Amersham Pharmacia
Biotech.
Albumina sérica bovina (BSA), anticorpo anti-bromodeoxiuridina (BrdU), anticorpo
monoclonal anti-β-tubulina III, anticorpo monoclonal anti-proteína glial fibrilar ácida
(GFAP), anticorpo policlonal anti-laminina, anticorpo secundário anti-IgG de coelho Cy3,
anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceína
(FITC), entelan, glicerol, L-glutamato, glutamina, guanosina 5’-monofosfato (GMP),
guanosina (GUO), Hoescht 33342, n-propil-galacto-glicerol, poli-ornitina, soro normal de
cabra (NGS) e tripsina foram adquiridos da Sigma.
Anticorpo policlonal anti-fibronectina foi adquirido da Dako.
Anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase foi adquirido
da Invitrogen.
Cloreto de potássio, cloreto de sódio, fosfato de potássio, fosfato de sódio dibásico,
meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM/F12), soro fetal bovino (FBS) foram
adquiridos da Gibco.
Filmes fotográficos, Fuji Superia Iso 400.
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Garrafas para cultura de células e placas de 24 poços TPP, foram adquiridas da
Biosystems.
Glicose e peróxido de hidrogênio foram adquiridos da Merck.
Kit colorimétrico para dosagem da Lactato desidrogenase (LDH) foi adquirido da
Analisa Diagnóstica.
Kit de revelação do anticorpo conjugado à peroxidase VIP foi adquirido da
VECTOR.
Paraformaldeído (PF) foi adquirido da Vetec.
Ponceau e Tween-20 foram obtidos da USB.
Soluções reveladora e fixadora foram obtidos da KODAK.
3.1.2 Equipamentos:.
Agitador magnético, Q-221-2 – Quimis.
Banho-maria, dbm 120 – Benfer.
Câmara de Neubauer, Hirschmann Techcolor.
Centrífuga, VI – Continental.
Centrífuga, 5415 D – Eppendorf.
Espectrofotômetro – Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech.
Estufa úmida de CO2, Nuaire.
Fluxo laminar, Vecco.
Microscópio de fluorescência, modelo Elipse TE300, Nikon.
Microscópio de fluorescência, Zeiss.
Potenciômetro – DM20, Digimed.
Software Sigma Scan Pro, Jandel Scientific.
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3.2 ANIMAIS:
Ratos Wistar de 1 a 3 dias ou 7 a 10 dias pós-natal, de ambos os sexos foram
utilizados para as culturas de células. Fêmeas prenhas foram obtidas do Biotério Central da
UFSC e mantidas em ciclo claro/escuro de 12 horas, a 25 oC, com ração e água ad libitum. Os
“Princípios Éticos do COBEA” foram seguidos para todos os experimentos. O protocolo de
pesquisa foi aprovado pela CEUA/UFSC.
3.3 CULTURAS DE CÉLULAS:
3.3.1. Astrócitos – As culturas primárias de astrócitos foram preparadas. a partir do cerebelo
de ratos neonatos (1 a 3 dias), conforme a metodologia utilizada por TRENTIN et al. (1995).
Em cada preparação, cerebelos de seis animais eram dissecados em placas de Petri, contendo
solução salina tamponada por fosfato com 33 mM de glicose (PBS-glicose). Após dissociação
mecânica com pipeta Pasteur, as células eram centrifugadas, ressuspensas em 3 x 105
células/ml de meio e semeadas na densidade de 1,5 x 105 células/poço em placas com 24
poços, preparadas com poli-ornitina (10 µg/ml) uma hora antes de as células serem semeadas,
e mantidas em meio de DMEM-F12 com 10 % de FBS. As células eram mantidas em estufa
37º C em atmosfera umidificada de 95% ar e 5% CO2 e o meio de cultura era trocado após 24
horas.
3.3.2. Neurônios para co-cultura – As culturas de neurônios granulares cerebelares foram
preparadas conforme descrito por THANGNIPON et al (1983), a partir de ratos Wistar de 7 a
10 dias pós-natal. Os cerebelos dissecados foram incubados com solução de 2,5 % de Tripsina
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por 10 minutos a 37º C e dissociados mecanicamente na presença de 10 % de FBS (inibidor
de tripsina). As células foram semeadas na densidade de 5 x 104 células/poço em placas com
24 poços sobre uma monocamada de astrócitos em meio sem soro e mantidas por 24h em
estufa a 37ºC em atmosfera umidificada de 95% ar e 5% de CO2.
3.4 TRATAMENTO DAS CULTURAS:
3.4.1. Astrócitos – Após atingir confluência (aproximadamente 10-15 dias em cultura), os
astrócitos foram pré-tratados por 24 ou 48h com GMP ou GUO (1 µM, 100 µM ou 1 mM).
Quando presente, o glutamato (1 ou 10 mM) foi incubado em meio sem soro por 24 ou 48h
(CHEN et al., 2000).
3.4.2. Co-culturas – após o tratamento dos astrócitos com GMP ou GUO nas concentrações
de 1 µM, 100 µM ou 1 mM, neurônios foram semeados sobre a monocamada de astrócitos e
mantidos em meio sem soro por 24h.
3.5 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR:
3.5.1 Detecção de apoptose: Os eventos que caracterizam a apoptose foram avaliados pela
fragmentação da cromatina, através da utilização do corante Hoescht 33342 que permite a
visualização nuclear (NEGRI et al., 1997). As células foram cultivadas em lamínulas de vidro
e após o tratamento e o meio de cultura removido, o corante foi adicionado (5 µg/mL) e as
placas incubadas por 30 minutos a 37ºC. As células foram, então, lavadas com PBS e
observadas em microscópio de fluorescência Elipse TE300, Nikon (emissão a 465 nm e
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excitação a 355 nm). Do total de células contadas foi determinado o número de células com
núcleo picnótico, para quantificar a porcentagem de células com características apoptóticas.
Figura 6: Imagem representativa de microscopia de fluorescência de um núcleo picnótico
(seta) e um núcleo normal de astrócitos corados com HOESCHT 33342. Barra = 8 µm
3.5.2 Avaliação da morte por necrose com Iodeto de Propídio (PI): O PI é um corante que
não atravessa a membrana plasmática de células íntegras (SKEHAN, 1998). Assim,
utilizamos o PI como marcador de células necróticas, uma vez que estas células têm como
característica a alteração da permeabilidade e rompimento da membrana plasmática. Após o
tratamento com GMP ou Glu, o meio de cultura foi retirado e o corante foi adicionado na
concentração de 7 µg/ml. Após incubação por 5 minutos a 37º C, as células foram lavadas
com PBS, as lâminas montadas com n-propilgalatosídeo e observadas em microscópio de
fluorescência Elipse TE300, Nikon (emissão 510nm e excitação a 488nm). Do número total
de células contadas, o número de células marcadas com PI foi quantificado para determinar a
porcentagem de células necróticas.
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3.5.3 Avaliação da liberação da enzima Lactato desidrogenase (LDH): A atividade da
LDH no meio extracelular foi medida através da utilização de um Kit colorimétrico (leitura a
500 nm), adaptado a partir das instruções do fabricante. A LDH intracelular foi determinada
pela adição de 1 % de Triton X-100 e ruptura mecânica das células. A LDH total foi obtida
através do somatório da LDH intra e extracelular (WHITAKER, 1969).
3.6 IMUNOCITOQUÍMICA:
3.6.1. Fixação das células: as monocamadas de astrócitos foram fixadas com 4 % de
paraformaldeído (PF) por 2 a 10 minutos a temperatura ambiente e as membranas celulares
permeabilizadas com 0,2 % de Triton X-100 por 15 minutos. Para a imunocitoquímica contra
laminina e fibronectina as células não foram permeabilizadas. A peroxidase endógena foi
inibida com 3 % de H2O2 por 15 minutos, para a marcação da β-tubulina III. Sítios
inespecíficos de ligação dos anticorpos foram bloqueados pela incubação das células com 5 %
de BSA diluída em PBS (PSB-BSA) por 30 minutos.
3.6.2 Imunomarcação da GFAP – Após fixadas, as células foram incubadas por 12h, a 4º C,
em câmara úmida, com anticorpo primário anti-GFAP de camundongo (diluição de 1:500) e o
com anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado com isotiocianato de
fluoresceína (FITC) (diluição de 1:400) por 1h, a temperatura ambiente. Após três lavagens
com PBS as células foram co-marcadas com Hoescht 33342, por 30 minutos, à temperatura
ambiente, para análise do número total de células. As lâminas foram montadas com n-
propilgalactosídeo, analisadas e fotografadas em microscópio de fluorescência (Zeiss).
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3.6.3 Imunomarcação de Fibronectina e Laminina – Após a fixação, as células foram
incubadas por 12h, a 4º C, em câmara úmida, com anticorpo primário de coelho anti-
fibronectina humana (diluição de 1:400) ou anti-laminina de camundongo (diluição de 1:30) e
o com anticorpo secundário anti-IgG de coelho conjugado à rodamina (Cy3) (1:5000) por 1h,
a temperatura ambiente. Após três lavagens com PBS as células foram incubadas com
Hoescht 33342 (5 µg/ml), por 30 minutos, à temperatura ambiente. As lâminas foram
montadas com n-propilgalactosídeo, analisadas e fotografadas com microscópio de
fluorescência (Zeiss).
3.6.4 Imunomarcação de β-tubulina III – Após a fixação, as células foram incubadas por
12h com anticorpo primário de camundongo anti-β-tubulina III humana (diluição de 1:400) a
4º C, em câmara úmida, e 1h a temperatura ambiente, com anticorpo secundário anti-IgG de
camundongo conjugado à peroxidase (diluição de 1:200). A revelação foi realizada com um
Kit específico VIP. As lâminas foram montadas com Entelan após desidratação com banho de
álcool absoluto.
3.7 MORFOMETRIA: imagens de neurônios marcados com anticorpo anti-β-tubulina III foram
capturadas a partir de um sistema de captura de imagens acoplado a um microscópio de
fluorescência Nikon. O número de neurônios e neuritos por neurônios e o comprimento total
dos neuritos foram analisados utilizando-se o software Sigma Scan Pro (Jandel Scientific).
Três experimentos independentes foram realizados em triplicatas e cerca de 100 neurônios por
poço, selecionados de cinco campos aleatoriamente escolhidos, foram analisados. A análise
quantitativa dos dados morfométricos foi realizada utilizando o programa Microsoft Excel
versão 2000.
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3.8 AVALIAÇÃO DA PROLIFERAÇÃO CELULAR:
3.8.1 Imunocitoquímica anti-BrdU: no momento em que os astrócitos foram tratados com
GMP ou GUO, 3 µl de uma solução de BrdU (0,1 mg/ml) foram adicionados às células. Para
a avaliação da proliferação neuronal, 3 µl da solução de BrdU (0,1 mg/ml) foram adicionados
juntamente com as células sobre a monocamada de astrócitos pré-tratados. Após 24h, as
células foram fixadas com PF 4 % por 20 minutos, lavadas três vezes com PBS e duas vezes
com H2O destilada. As células foram então, incubadas com 2 N de HCl  a 50º C por 10
minutos, duas vezes e com 0,1 M de Tampão Borato (pH 8,5) uma vez a 50º C e uma vez a
temperatura ambiente. Os sítios inespecíficos de ligação do anticorpo foram bloqueados com
PBS/10 % de NGS/0,01 % de Triton X-100 por 30 minutos. A incubação do anticorpo
primário anti-BrdU (diluição de 1:500 em PBS/10 % de NGS/0,01 % de Triton X-100) foi
feita por 12h, a 4º C em câmara úmida e o anticorpo secundário anti-IgG conjugado à
rodamina (diluição de 1:400 em PBS/10 % de NGS/0,01 % de Triton X-100) foi incubado a
temperatura ambiente por 1h. Após três lavagens com PBS as células foram incubadas com
Hoescht 33342 (5 µg/ml), por 1h, à temperatura ambiente. As lâminas foram montadas com
n-propilgalactosideo, analisadas e fotografadas com microscópio de fluorescência Nikon.
Foram contadas cerca de 400 células de cinco campos por lamínula, aleatoriamente escolhidos
de dois experimentos realizados em triplicatas.
3.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA: Os resultados foram analisados através da análise de variância de
uma via (ANOVA), seguido do teste de Newmann-Keuls, quando necessário. Os resultados
foram considerados significativos quando p<0,05.
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4.0. RESULTADOS
4.1 CARACTERIZAÇÃO DOS ASTRÓCITOS:
Para caracterizar as culturas de astrócitos, foi realizada a imunofluorescência contra a
GFAP (Figura 7) e comparando-se as células positivas para GFAP com os núcleos corados
com Hoescht 33342, observou-se que cerca de 95 % das células, após 10 a 15 dias in vitro,
são astrócitos.
Figura 7: Caracterização dos astrócitos cerebelares de ratos neonatos marcados para
GFAP. Os astrócitos foram mantidos em meio sem soro por 24h, fixados e utilizados para
imunocitoquímica anti-GFAP. Barra = 20 µm.
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4.2 AVALIAÇÃO DE MORTE CELULAR:
Com o objetivo de avaliar a toxicidade induzida pelo glutamato e a possível
neuroproteção pelo GMP em astrócitos cerebelares de ratos Wistar neonatos, analisamos o
tipo de morte celular (apoptose ou necrose) após incubação das células com diferentes
concentrações de glutamato ou GMP por 24h ou 48h. Os parâmetros utilizados no estudo da
morte celular foram a condensação da cromatina (através da coloração com Hoescht),
coloração com iodeto de propídio (PI), liberação da enzima Lactato desidrogenase (LDH) e
análise por contraste de fase.
4.2.1 Avaliação do número total de células após o tratamento com Glu, GMP ou Glu e
GMP, por 24 ou 48h:
Na Figura 8, observa-se o número total de células contadas em cinco campos
aleatoriamente escolhidos, após tratamento com GMP e/ou glutamato (Glu), por 24h ou 48h.
Observou-se que 1 mM de GMP e/ou 10 mM de Glu não alteram o número total de astrócitos
após 24h ou 48h de incubação.
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Figura 8: Efeitos do Glu e do GMP sobre o número de astrócitos em cultura. Os astrócitos
foram tratados com 1 mM de GMP e/ou 10 mM de Glu  por 24h ou 48h. Após o tratamento,
as células foram coradas com HOESCHT 33342 (5 mg/ml) e os núcleos das células foram
contados. A média do número de células correspondente aos 100 % no controle (24 e 48h) é
de 225 ± 86 células. Os dados estão expressos em médias ± desvio padrão de três
experimentos realizados em duplicatas.
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4.2.2 Detecção de morte por apoptose:
Nas figuras 9 e 10, foram avaliados os efeitos do Glu e de GMP sobre a indução de
apoptose em astrócitos em cultura. Para tanto, após a confluência, cerca de 10-15 dias in vitro,
os astrócitos foram incubados com Glu (1 mM ou 10 mM) ou GMP (1 µM, 100 µM ou 1
mM) por 24 ou 48h, e então incubados com o corante HOESCHT 33342 (5 mg/ml) por 30
minutos. Observou-se que 1 mM ou 10 mM de Glu não induziram apoptose em astrócitos
cerebelares nas condições estudadas, assim como o GMP não induziu apoptose nos astrócitos,
em nenhuma das concentrações utilizadas.
Vários estudos têm demonstrado que os DG podem agir inibindo respostas induzidas
por glutamato (TASCA et al., 1995; TASCA et al., 1998) aumentar a recaptação de glutamato
por astrócitos (FRIZZO et al., 2001) e inibir a união do glutamato aos seus receptores
(MONAHAN et al., 1988; SOUZA & RAMÍREZ, 1991; PAZ et al., 1994; PAAS et al., 1996;
DEV et al., 1996, TASCA et al., 1999a; BURGOS et al., 2000; PORCIÚNCULA et al.,
2002). Assim, avaliamos a interação entre GMP e glutamato sobre a indução de apoptose em
astrócitos. GMP (1 mM) também não induz apoptose em astrócitos cerebelares quando
incubado sozinho (Figura 10) ou juntamente com Glu (10 mM) (Figuras 11, 12 e 13).
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Figura 9: Efeito do Glu e do tempo de incubação na indução de apoptose em astrócitos
em cultura. Os astrócitos foram tratados com Glu (1 mM ou 10 mM) por 24h ou 48h. Após o
tratamento, as células foram coradas com HOESCHT 33342 (5 mg/ml) e os núcleos
picnóticos foram contados. Os dados estão expressos em médias ± desvio padrão de seis
experimentos realizados em duplicatas.
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Figura 10: Efeito das diferentes concentrações de GMP e do tempo de incubação na
indução de apoptose em astrócitos em cultura. Os astrócitos foram tratados com GMP (1
µM, 100 µM ou 1 mM) por 24h ou 48h. Após o tratamento, as células foram coradas com
HOESCHT 33342 (5 mg/ml) e os núcleos picnóticos foram contados. Os dados estão
expressos em médias ± desvio padrão de seis experimentos realizados em duplicatas.
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Figura 13: Efeitos do Glu e do GMP na indução de apoptose em astrócitos em cultura. Os
astrócitos foram tratados com 1 mM de GMP e/ou 10mM de Glu por 24h ou 48h. Após o
tratamento, as células foram coradas com HOESCHT 33342 (5 mg/ml) e os núcleos
picnóticos foram contados. Os dados estão expressos em médias ± desvio padrão de três
experimentos realizados em duplicatas.
41
4.2.3 Detecção da morte por necrose:
Utilizamos a avaliação da liberação da LDH e a coloração com PI como marcadores
da morte celular por necrose, uma vez que este tipo de morte celular tem como característica a
alteração da permeabilidade e possível rompimento da membrana plasmática com o
extravasamento do conteúdo intracelular para o meio extracelular (CLARKE, 1990), e o PI é
um corante que não atravessa a membrana plasmática de células íntegras (SKEHAN, 1998).
Após o tratamento com GMP, Glu ou GMP e Glu, por 24h ou 48h, os astrócitos
foram incubados com HOESCHT 33342 por 30 minutos e com PI por 5 minutos. O número
de núcleos corados com PI foi analisado em relação ao número total de núcleos corados com
HOESCHT 33342. Observou-se que o tratamento dos astrócitos com 10 mM de Glu por 48h
aumentou significativamente o número de células com alteração na permeabilidade da
membrana quando comparado com o controle, com o tratamento com 10 mM de Glu por 24h,
ou com 1 mM de Glu por 48h (Figura 14).
A medida da liberação da LDH demonstrou que o tratamento dos astrócitos com 10
mM de Glu por 48h não é alterada quando comparada ao controle (Figura 15). Quando os
astrócitos foram tratados com GMP (1 µM, 100 µM ou 1 mM) por 24h ou 48h não foi
observado aumento no número de células necróticas, pela marcação com PI ou através da
avaliação da liberação da LDH (Figuras 16 e 17).
Nas Figuras 19 e 20, observa-se que nos astrócitos tratados com 10 mM de Glu por
48h, há um aumento significativo no número de núcleos marcados com PI e que 1 mM de
GMP não protege os astrócitos da toxicidade do glutamato após 48 h de incubação. Além
disso, observa-se na Figura 18 que o tratamento dos astrócitos com 10 mM de Glu e 1 mM de
GMP não altera o número de células necróticas após 24 h. Quando avaliamos a liberação da
42
LDH (Figura 21), observamos que não há aumento, após 24h ou 48h de tratamento dos
astrócitos com 1 mM de GMP e/ou 10 mM de Glu.
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Figura 14: Efeitos do Glu e do tempo de incubação na indução de nec
em cultura. Os astrócitos foram tratados com Glu (1 mM ou 10 mM) por 2
tratamento, as células foram coradas com Iodeto de Propídio (7 mg/ml) e a
foram contadas. Os dados estão expressos em médias ± desvio padrão de
realizados em duplicatas. * representa média diferente dos grupos Control
48h e Glu 10 mM, 24h (p<0,01).
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Figura 15: Efeitos do Glu e do tempo de incubação na liberação de LDH em astrócitos
em cultura. Os astrócitos foram tratados com Glu (1 mM ou 10 mM) por 24h ou 48h. A
liberação da LDH foi medida como descrito nos Materiais e Métodos. Os dados estão
expressos em médias ± desvio padrão de seis experimentos realizados em triplicatas. *
representa médias diferentes do grupo Glu 1 mM, 24h (p<0,05).
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Figura 16: Efeito das diferentes concentrações de GMP e do tempo de incubação na
indução de necrose em astrócitos em cultura. Os astrócitos foram tratados com GMP (1
µM, 100 µM ou 1 mM) por 24h ou 48h. Após o tratamento, as células foram coradas com
Iodeto de Propídio (7 mg/ml) e as células necróticas foram contadas. Os dados estão
expressos em médias ± desvio padrão de três experimentos realizados em duplicatas.
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Figura 17: Efeitos do GMP na liberação de LDH em astrócitos em cultura. Os astrócitos
foram tratados com GMP (1 µM, 100 µM ou 1 mM) por 24h ou 48h. A liberação da LDH foi
medida como descrito nos Materiais e Métodos. Os dados estão expressos em médias ± desvio
padrão de seis experimentos realizados em triplicatas.
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Figura 20: Efeitos do Glu e do GMP na indução de necrose em astrócitos em cultura. Os
astrócitos foram tratados com 1 mM de GMP e/ou 10 mM de Glu  por 24h ou 48h. Após o
tratamento, as células foram coradas com Iodeto de Propídio (7 mg/ml) e os núcleos
necróticos foram contados. Os dados estão expressos em médias ± desvio padrão de dois
experimentos realizados em duplicatas. * representa médias diferentes do grupo Controle, 48h
(p<0,01).
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Figura 21: Efeitos do Glu e do GMP na liberação de LDH em astrócitos em cultura. Os
astrócitos foram tratados com 1 mM de GMP e/ou 10 mM de Glu  por 24h ou 48h. A
liberação da LDH foi medida como descrito nos Materiais e Métodos. Os dados estão
expressos em médias ± desvio padrão de três experimentos realizados em triplicatas.
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4.2.5 Análise da morfologia celular por contraste de fase:
A análise morfológica por contraste de fase demonstrou inchaço celular após o
tratamento dos astrócitos com 10 mM de Glu por 48h (Figura 22G). A adição de 1 mM de
GMP ao meio na presença de 10 mM de Glu não reverteu o inchaço celular observado após o
tratamento dos astrócitos com  10 mM de Glu, por 48h (Figura 22H).
Figura 22: Fotomicrografias representativas de contraste de fase de astrócitos em cultura
tratados com Glu e GMP. Astrócitos foram observados e fotografados após 24h (painel
superior) e 48h (painel inferior) de tratamento, respectivamente com: (A, E) controle; (B, F)
GMP 1 mM; (C, G) Glu 10 mM; (D, H) Glu 10 mM + GMP 1 mM. As células apresentaram
alterações na morfologia como observado em (D, G e H). Barra = 10 µm.
A DCB
E F G H
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4.3 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO PRÉ-TRATAMENTO DOS ASTRÓCITOS COM GMP OU GUO
SOBRE NEURÔNIOS EM CO-CULTURA:
4.3.1 Avaliação dos efeitos do pré-tratamento de astrócitos cerebelares com GMP ou
GUO, por 24h, sobre o número de neurônios em co-cultura:
Após o tratamento dos astrócitos com GMP ou GUO por 24h, neurônios foram
plaqueados sobre a monocamada astrocitária. Após 24h, as células foram fixadas e foi
realizada imunocitoquímica conta a β-tubulina III, uma proteína encontrada apenas em
neurônios (MARTINEZ & GOMES, 2002), e o número total de neurônios e o número de
neuritos por neurônio foram contados. Utilizamos também GUO, o nucleosídeo da guanina,
devido as evidências prévias relatando efeitos tróficos para os nulceosídeos e nucleotídeos da
guanina (KIM et al., 1991; RATHBONE et al., 1999; CICCARELLI et al., 2001).
Nas Figuras 23, 24 e 25, observa-se que após 24h há um aumento significativo no
número de neurônios sobre a monocamada de astrócitos pré-tratados com GMP ou GUO nas
concentrações de 1 µM, 100 µM ou 1 mM. Este aumento no número de neurônios
corresponde a 160 %, 103 % e 151 % quando os astrócitos são pré-tratados com 1 µM, 100
µM ou 1 mM de GMP, e a 116 %, 154 % e 139 % quando pré-tratados com 1 µM, 100 µM ou
1 mM de GUO, respectivamente. Estes valores correspondem à média de 138 ± 30 % e 136 ±
19 % quando os astrócitos são pré-tratados com GMP ou GUO, respectivamente.
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Figura 23: Fotomicrografias representativas do efeito do pré-tratamento de astrócitos
com GMP sobre o número de neurônios co-cultivados por 24h. Os astrócitos foram
tratados com 1 µM, 100 µM ou 1 mM  de GMP, por 24h. Os neurônios foram plaqueados e
após 24h fixados para realização da imunocitpquímica anti-β-tubulina III. (A) Controle; (B)
GMP 1 µM; (C) GMP 100 µM e (D) GMP 1 mM.  Barra = 20 µm.
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Figura 24: Fotomicrografias representativas do efeito do pré-tratamento de astrócitos
com GUO sobre o número de neurônios co-cultivados por 24h. Os astrócitos foram
tratados com 1 µM, 100 µM ou 1 mM  de GUO, por 24h. Os neurônios foram plaqueados e
após 24h fixados para realização da imunocitpquímica anti-β-tubulina III. (A) Controle; (B)
GUO 1 µM; (C) GUO 100 µM e (D) GUO 1mM. Barra = 20 µm.
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Figura 25: Número de neurônios observado após 24h de co-cultura sobre astrócitos pré-
tratados com GMP ou GUO por 24h. Os astrócitos foram tratados com GMP ou GUO (1
µM, 100 µM ou 1 mM), por 24h. Os neurônios foram plaqueados e após 24h fixados para
realização da imunocitoquímica anti-β-tubulina III e contados conforme descrito nos
Materiais e Métodos. Os dados estão expressos em médias ± desvio padrão de três
experimentos realizados em triplicatas.
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4.3.2 Avaliação dos efeitos do pré-tratamento de astrócitos cerebelares com GMP ou
GUO, por 24h, sobre o número de neuritos por neurônios em co-cultura:
Nas Figuras 26 e 27, observa-se que o pré-tratamento dos astrócitos com GMP ou
GUO por 24h, não alterou o número de neuritos por neurônio em nenhuma das concentrações
utilizadas. Observa-se ainda, que a maior parte dos neurônios possui três ou mais neuritos,
tanto quando plaqueados sobre a monocamada de astrócitos pré-tratada com GMP como com
GUO.
56
0
10
20
30
40
50
60
aneuríticos 1 neurito 2 neuritos 3 ou + neuritos
N
úm
er
o 
de
 n
eu
rô
ni
os
 
 (%
 d
o 
to
ta
l)
Controle GMP 1uM GMP 100uM GMP 1mM
Figura 26: Número de neuritos por neurônio observado após 24h de co-cultura sobre
astrócitos pré-tratados com GMP por 24h. Os astrócitos foram tratados com GMP (1 µM,
100 µM ou 1 mM), por 24h. Os neurônios foram plaqueados e após 24h fixados para
realização da imunocitoquímica anti-β-tubulina III e o número de neuritos por neurônio foi
contado conforme descrito nos Materiais e Métodos. Os dados estão expressos em médias ±
desvio padrão de três experimentos realizados em triplicatas.
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Figura 27: Número de neuritos por neurônio observado após 24h de co-cultura sobre
astrócitos pré-tratados com GUO por 24h. Os astrócitos foram tratados com GUO (1 µM,
100 µM ou 1 mM), por 24h. Os neurônios foram plaqueados e após 24h fixados para
realização da imunocitoquímica anti-β-tubulina III e o número de neuritos por neurônio foi
contado conforme descrito nos Materiais e Métodos. Os dados estão expressos em médias ±
desvio padrão de três experimentos realizados em triplicatas.
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4.3.3 Avaliação dos efeitos do pré-tratamento de astrócitos cerebelares com GMP ou
GUO, por 24h, sobre o comprimento total dos neuritos de neurônios em co-cultura:
Na Figura 28, foi avaliado o comprimento total dos neuritos, após 24h de cultivo dos
neurônios sobre a monocamada de astrócitos pré-tratados com 1 µM, 100 µM ou 1 mM de
GMP ou GUO, por 24h. Verifica-se que o pré-tratamento dos astrócitos não alterou o
comprimento total dos neuritos em nenhuma das condições analisadas.
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Figura 28: Comprimento total dos neuritos de neurônios observado após 24h de co-
cultura sobre astrócitos pré-tratados com GMP ou GUO por 24h. Os astrócitos foram
tratados com GMP ou GUO (1 µM, 100 µM ou 1 mM), por 24h. Os neurônios foram
plaqueados e após 24h fixados para realização da imunocitoquímica anti-β-tubulina III. O
comprimento dos neuritos foi realizado como descrito nos Materiais e Métodos. Os dados
estão expressos em médias ± desvio padrão de três experimentos realizados em triplicatas.
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4.3.4 Avaliação dos efeitos do pré-tratamento de astrócitos cerebelares com GMP ou
GUO, por 24h, sobre o comprimento dos neuritos por neurônios em co-cultura:
Nas Figuras 29 e 30, observa-se que o pré-tratamento dos astrócitos com 1 µM, 100
µM ou 1 mM de GMP ou GUO por 24h, não alterou o comprimento dos neuritos por neurônio
em nenhuma das concentrações utilizadas, quando comparado ao controle. Observa-se ainda,
que a maior parte dos neurônios possuem neuritos com comprimento entre 0 e 100 µm, tanto
quando plaqueados sobre a monocamada de astrócitos pré-tratada com GMP como com GUO.
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Figura 29: Distribuição dos neurônios por comprimento dos neuritos observado após 24h
de co-cultura sobre astrócitos pré-tratados com GMP. Os astrócitos foram tratados com
GMP (1 µM, 100 µM ou 1 mM), por 24h. Os neurônios foram plaqueados e após 24h fixados
para realização da imunocitoquímica anti-β-tubulina III. O comprimento dos neuritos foi
medido é os neurônios foram separados conforme o comprimento de seus neuritos. Os dados
estão expressos em médias ± desvio padrão de três experimentos realizados em triplicatas.
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Figura 30: Distribuição dos neurônios por comprimento dos neuritos observado após 24h
de co-cultura sobre astrócitos pré-tratados com GUO. Os astrócitos foram tratados com
GUO (1  µM, 100 µM ou 1 mM), por 24h. Os neurônios foram plaqueados e após 24h fixados
para realização da imunocitoquímica anti-β-tubulina III. O comprimento dos neuritos foi
medido é os neurônios foram separados conforme o comprimento de seus neuritos. Os dados
estão expressos em médias ± desvio padrão de três experimentos realizados em triplicatas.
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4.4 AVALIAÇÃO DA PROLIFERAÇÃO CELULAR:
4.4.1 Avaliação da incorporação de bromodeoxiuridina (BrdU) em astrócitos tratados
com GMP ou GUO por 24h:
Para avaliar os efeitos do GMP e da GUO sobre a proliferação dos astrócitos,
utilizou-se a incorporação da BrdU. Na Figura 31, verifica-se que o tratamento dos astrócitos
com 1 µM, 100 µM ou 1 mM de GMP ou GUO por 24h, não altera significativamente o
número de células positivas para BrdU, porém em astrócitos tratados com 1 mM de GMP
observa-se uma tendência, não significativa, de aumento no número de células positivas para
BrdU, quando comparado ao controle.
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Figura 31: Efeitos do tratamento de astrócitos com GMP ou GUO, por 24h, na
proliferação astrocitária. Os astrócitos foram tratados com GMP ou GUO (1 µM, 100 µM
ou 1 mM) e incubados com BrdU (0,1 mg/ml). Após 24h, os astrócitos foram fixados e a
imunocitoquímica anti-BrdU foi realizada como descrito nos Materiais e Métodos. Os dados
estão expressos em médias ± desvio padrão de dois experimentos realizados em triplicatas.
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4.4.2 Avaliação da incorporação de BrdU em neurônios em co-cultura com astrócitos
pré-tratados com GMP ou GUO por 24h:
Uma vez que foi observado um aumento significativo no número de neurônios em
co-cultura com astrócitos pré-tratados com GMP ou GUO por 24h, investigou-se se este
aumento se deve a proliferação neuronal. Para tanto, utilizou-se a incorporação da BrdU e a
marcação dupla da GFAP para descartar os astrócitos que incorporaram a BrdU. Na Figura
32, observa-se que o pré-tratamento dos astrócitos com 1 µM, 100 µM ou 1 mM de GMP ou
GUO por 24h, não altera o número de neurônios positivos para BrdU, demonstrando que o
maior número de neurônios observado nas co-culturas com astrócitos tratados com GMP ou
GUO, não se deve à proliferação celular.
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Figura 32: Efeitos do pré-tratamento de astrócitos com GMP ou GUO, por 24h, na
proliferação de neurônios mantidos em co-cultura.  Os astrócitos foram tratados com GMP
ou GUO (1 µM, 100 µM ou 1 mM), por 24h. Os neurônios foram plaqueados, incubados com
BrdU (0,1 mg/ml) e após 24h fixados para realização da imunocitoquímica anti-BrdU como
descrito nos Materiais e Métodos. Os dados estão expressos em médias ± desvio padrão de
dois experimentos realizados em triplicatas.
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4.5 AVALIAÇÃO DA MORFOLOGIA DOS ASTRÓCITOS APÓS TRATAMENTO COM GMP OU
GUO:
 Para investigar os efeitos do GMP e da GUO sobre a morfologia astrocitária, os
astrócitos foram tratados com GMP ou GUO na concentração de 1 µM por 24h, uma vez que
nesta concentração GMP e GUO promoveram um aumento significativo no número de
neurônios após 24h em co-cultura e que este aumento permaneceu semelhante quando a
concentração do nucleosídeo e nucleotídeo foi aumentada para 100 µM ou 1 mM. Os
astrócitos foram fixados e a imunocitoquímica contra GFAP foi realizada. A marcação para
GFAP demonstrou que o tratamento com GMP ou GUO por 24h, promove uma discreta
alteração na morfologia dos astrócitos cerebelares. Na Figura 33, observou-se que após o
tratamento dos astrócitos com GMP ou GUO por 24h, os astrócitos assumiram uma forma
protoplasmática, enquanto astrócitos mantidos na situação controle (meio sem soro)
apresentaram-se mais fibrosos.
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Figura 33: Efeitos do tratamento de astrócitos com GMP ou GUO, por 24h, na marcação
da GFAP. Os astrócitos foram tratados com GMP ou GUO (1 µM, 100 µM ou 1 mM), por
24h, fixados e utilizados para imunocitoquímica anti-GFAP. (A) Controle; (B) GMP 1 µM;
(C) GUO 1 µM. Barra = 20 µm.
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4.6 ORGANIZAÇÃO DAS PROTEÍNAS DA MATRIZ EXTRACELULAR (MEC):
4.6.1 Fibronectina:
Astrócitos mantidos em meio DMEM-F12 sem soro por 24h (situação controle,
Figuras 34A e 34B), apresentam uma marcação pouco intensa para a fibronectina e sua
distribuição é puntual. Após o tratamento com GMP ou GUO (1 µM, 100 µM ou 1mM), a
marcação para fibronectina apresentou-se mais evidente, com organização fibrilar, indicando
uma maior complexidade da MEC (Figuras 34 e 35). Observou-se que o tratamento com GMP
aumentou marcação e alterou a organização da fibronectina em todas as concentrações
utilizadas, 1 µM (Figura 34B), 100 µM (Figura 34C) e 1mM  (Figura 34D), em relação ao
controle (Figura 34A). Entretanto, o tratamento com GUO aumentou marcação e alterou a
organização da fibronectina em relação ao controle (Figura 35A), conforme o aumento da
concentração de GUO de 1 µM (Figura 35B), para 100 µM (Figura 35C) e 1mM  (Figura
35D). Na Figura 36, observa-se um maior detalhamento da alteração na organização da
fibronectina em astrócitos tratados com 1 µM de GMP (Figura 36B) ou 1 µM de GUO
(Figura 36C), em comparação à situação controle (Figura 36A). Resultados semelhantes
foram observados quando os astrócitos foram tratados com 10 µM de dipiridamole, um
inibidor do transportador de nucleosídeos (PARKINSON et al., 2002), 30 minutos antes da
incubação dos astrócitos com GMP ou GUO, demonstrando que os efeitos observados sobre a
organização da fibronectina são extracelulares (dados não mostrados).
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Figura 34: Efeitos do tratamento de astrócitos com GMP por 24h, sobre a organização da
fibronectina. Os astrócitos foram tratados com 1 µM, 100 µM ou 1 mM  de GMP. Após  24h,
as células foram fixadas para realização da imunocitoquímica anti-fibronectina.
Fotomicrografias representativas de três experimentos realizados em duplicatas.  (A) Controle;
(B) GMP 1 µM; (C) GMP 100 µM e (D) GMP 1 mM. Barra = 20 µm.
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Figura 35: Efeitos do tratamento de astrócitos com GUO por 24h, sobre a organização da
fibronectina. Os astrócitos foram tratados com 1 µM, 100 µM ou 1 mM  de GUO. Após  24h,
as células foram fixadas para realização da imunocitpquímica anti-fibronectina.
Fotomicrografias representativas de três experimentos realizados em duplicatas. (A) Controle;
(B) GUO 1 µM; (C) GUO 100 µM e (D) GUO 1 mM. Barra = 20 µm.
A
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Figura 36: Fotografias representativas das alterações na organização de fibronectina em
astrócitos tratados com GMP ou GUO por 24h. Detalhamento observado em aumento de
1.000 X em astrócitos tratados com 1 µM de GMP ou GUO. Após  24h, as células foram fixadas
para realização da imunocitoquímica anti-fibronectina. (A) Controle; (B) GMP 1 µM e (C) GUO
1 µM. Barra = 8 µm.
A
B C
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4.6.2 Laminina:
 A imunofluorescência para laminina demonstrou que em astrócitos mantidos nas
condições de controle, essa proteína apresentou uma marcação pouco intensa, com
distribuição puntual (Figuras 37A  e 38A). Após o tratamento com GMP ou GUO (1 µM, 100
µM ou 1 mM), a marcação para laminina apresentou-se mais evidente, com organização
fibrilar, indicando uma maior complexidade da MEC (Figuras 37 e 38). Observou-se que
GMP promoveu alterações na organização da laminina, que passa de puntual para fibrilar, de
acordo com o aumento da sua concentração, de 1 µM (Figura 37B), para 100 µM (Figura
37C) e 1 mM (Figura 37D). Quando os astrócitos são tratados com GUO, observou-se
alteração na organização da laminina na menor concentração, 1 µM (Figura 38B), que se
manteve com o aumento da concentração para 100 µM (Figura 38C) e 1 mM  (Figura 38D).
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Figura 37: Efeitos do tratamento de astrócitos com GMP por 24h, sobre a organização da
laminina. Os astrócitos foram tratados com 1 µM, 100 µM ou 1 mM  de GMP. Após  24h, as
células foram fixadas para realização da imunocitpquímica anti-laminina. Fotomicrografias
representativas de dois experimentos realizados em duplicatas. (A) Controle; (B) GMP 1 µM;
(C) GMP 100 µM e (D) GMP 1 mM. Barra = 20 µm.
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Figura 38: Efeitos do tratamento de astrócitos com GUO por 24h, sobre a organização da
laminina. Os astrócitos foram tratados com 1 µM, 100 µM ou 1 mM de GUO. Após 24h, as
células foram fixadas para realização da imunocitpquímica anti-laminina. Fotomicrografias
representativas de dois experimentos realizados em duplicatas. (A) Controle; (B) GUO 1 µM;
(C) GUO 100 µM e (D) GUO 1 mM. Barra = 20 µm.
A
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5.0. DISCUSSÃO
5.1. CARACTERIZAÇÃO E MORFOLOGIA DOS ASTRÓCITOS:
A GFAP faz parte do citoesqueleto celular, sendo um filamento intermediário
expresso quase que exclusivamente em astrócitos, além de ser um marcador de diferenciação
astrocitária (PERZEL’OVA & MARES, 1993; MORITA et al., 1997; KÁLMÁN & AJTAI,
2001). Para verificar se as culturas celulares correspondiam a culturas de astrócitos, foi
realizada a imunofluorescência para GFAP. Em comparação aos núcleos totais corados com
Hoescht 33342, observou-se que aproximadamente 95 % das células eram positivas para
GFAP, correspondendo a astrócitos (Figura 7).
5.2 AVALIAÇÃO DA MORTE CELULAR:
A recaptação de glutamato do espaço extracelular é essencial para diminuir as
correntes pós-sinápticas excitatórias (AUGER & ATTWELL, 2000) e prevenir a morte
excitotóxica decorrente da super estimulação dos receptores glutamatérgicos (ROTHSTEIN
et al., 1996). Os principais responsáveis pela retirada do glutamato da fenda sináptica são os
astrócitos (NEDERGAARD et al., 2002). Assim, uma vez danificados, haverá uma redução
nas suas funções, o que pode levar a danos no SNC e desencadear patologias atribuídas a
excitotocixidade de aminoácidos excitatórios (CHEN et at., 2000).
Neste trabalho, demonstrou-se que o tratamento de astrócitos cerebelares com 1 mM
ou 10 mM de Glu, por 24h ou 48h, não induziu apoptose, avaliada através da coloração da
cromatina com Hoescht 33342 (Figura 9).
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CHEN et al. (2000), demonstraram que a estimulação de astrócitos com Glu (1 e 10
mM) resulta em inchaço celular e acúmulo da LDH no meio extracelular. O tratamento das
células com 10 mM de Glu, por 24h ou 48h, ocasionou um leve aumento, não significativo,
na liberação da enzima quando comparada ao grupo controle (Figura 15).
Observou-se ainda, um aumento significativo no número de células necróticas, após
o tratamento com 10 mM de Glu por 48h, quando comparado aos grupos controle e Glu 1
mM 48h, e ao grupo Glu 10 mM, 24h (Figura 14). A análise morfológica por contraste de
fase demonstrou inchaço celular após o tratamento dos astrócitos com 10 mM de Glu por
48h.
 A ação tóxica do glutamato em astrócitos corticais em cultura foi descrita em duas
fases por CHEN et al. (2000). Ocorre inchaço celular e nuclear observado entre 4-6h após o
insulto com Glu (1 ou 10 mM). As alterações morfológicas e bioquímicas características de
morte celular são observadas após 16-18h de exposição ao Glu e quase todas as células
morrem após 24-30h. Os astrócitos cerebelares parecem seguir o mesmo padrão de
toxicidade, porém em tempos relativamente mais longos que os astrócitos corticais. Com 24h
de exposição a 10 mM de Glu houve uma tendência ao aumento da liberação da LDH, porém
alterações morfologias como o inchaço celular já foram observadas. Com 48h de exposição a
10 mM de Glu observou-se inchaço celular e as células foram marcadas com PI, indicando
morte por necrose, demonstrando assim, que astrócitos cerebelares são mais resistentes à
toxicidade induzida pelo glutamato do que astrócitos corticais.  A constatação de que após
48h de tratamento não há redução significativa no número de astrócitos em cultura (Figura 8),
reforça esta observação.
Supõe-se que esta resistência dos astrócitos cerebelares ao insulto com glutamato
seja devido às diferenças na vulnerabilidade destas células ao mecanismo de morte celular
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excitotóxico de uma região para outra do SNC (MATUTE et al., 2002). PRIETO &
ALONSO (1999), demonstraram que a exposição prolongada de culturas de astrócitos
hipotalâmicos a altas concentrações de Glu e agonistas dos receptores AMPA/Kainato não
afeta a viabilidade destas células. No entanto, DAVID et al. (1996), observaram que insultos
similares são nocivos a astrócitos neocorticais. Assim, astróctios cerebelares parecem ser
mais resistentes aos insultos com altas concentrações de glutamato por tempo prolongado.
Os DG têm sido descritos como neuroprotetores frente a insultos induzidos por
glutamato, tanto in vivo (MALCON et al., 1997; SCHMIDT et al., 2000; LARA et al., 2002)
como in vitro (FRIZZO et al., 2001; REGNER et al., 1998; MOLZ et al., 2001; OLIVEIRA
et al., 2002).
Entretanto, a adição de 1 mM de GMP juntamente com 10 mM de Glu, por 24h ou
48h, não alterou o aumento na liberação da LDH dos astrócitos (Figura 21). Além disso, o
inchaço celular observado quando os astrócitos foram tratados com 10 mM de Glu por 48h,
não foi revertido quando 1 mM de GMP foi adicionado ao meio juntamente com 10 mM de
Glu, levando-nos a sugerir que o GMP não está protegendo os  astrócitos cerebelares do dano
celular induzido pelo glutamato (Figura 22).
Quando incubado sozinho, o GMP não causou apoptose ou necrose nos astrócitos
cerebelares (Figuras 10, 16, 17 e 22). Estes resultados sugerem que o GMP não apresenta
ação tóxica em astrócitos cerebelares. Entretanto, em nosso laboratório, foi demonstrado que
GMP (1 mM) induz um aumento na fragmentação do DNA promovida por Glu (1 mM e 10
mM) em fatias de hipocampo de ratos, sugerindo que GMP pode induzir apoptose.
Demonstrou-se ainda, que 5 mM de GMP sozinho promove redução na viabilidade celular
das fatias hipocampais (MOLZ et al., 2003). Além disso, CICCARELLI et al. (2000),
demonstraram que GUO estimula a liberação de adenosina em astrócitos e já foi observado
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que em células astrogliais, ADO pode induzir morte celular por apoptose (ABRACCHIO et
al., 1995; ABRACCHIO et al., 1998), sugerindo uma via de atuação da GUO como um
agente indutor de apoptose.
Assim, neste estudo observou-se que o GMP não protegeu os astrócitos cerebelares
contra a toxicidade do glutamato e também não acentuou o efeito tóxico observado com o
tratamento com glutamato. CHEN et al. (2000), descreve que a toxicidade do glutamato em
astrócitos corticais é devida ao inchaço celular e redução dos níveis de glutationa e este efeito
não é devido a interação com receptores de glutamato, mas sim com os transportadores.
Considerando que o efeito neuroprotetor do GMP ocorre via antagonismo aos receptores de
glutamato, (MONAHAN et al., 1988; SOUZA & RAMÍREZ, 1991; PAZ et al., 1994; PAAS
et al., 1996; DEV et al., 1996, TASCA et al., 1999a; BURGOS et al., 1998), este poderia ser
um dos motivos pelo qual o GMP não protegeu contra a toxicidade do glutamato em
astróctitos cerebelares. Além disto, foi demonstrado que GUO, a qual pode ser formada
extracelularmente pela hidrólise de GMP (ZIMMERMMAN & BRAUN, 1996), aumenta a
captação astrocitária de glutamato (FRIZZO et al., 2001). No entanto, apesar destes dois
possíveis sítios de ação, GMP não protege astrócitos cerebelares da toxicidade de glutamato.
5.3 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO PRÉ-TRATAMENTO DOS ASTRÓCITOS COM GMP OU GUO
SOBRE NEURÔNIOS EM CO-CULTURA:
Vários trabalhos têm demonstrado os efeitos tróficos dos DG sobre astrócitos e
células PC12 (KIM et al., 1991; RATHBONE et al., 1999; CICCARELLI et al. 2000;
GYSBERS et al., 2000; CICCARELLI et al., 2001), entretanto, não foram avaliados os
efeitos dos DG sobre a interação entre astrócitos e neurônios.
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Com o objetivo de analisar os efeitos do GMP e da GUO sobre a interação entre
neurônios e astrócitos cerebelares, tratamos as culturas de astrócitos confluentes com 1 µM,
100 µM ou 1 mM de GMP ou GUO por 24h e neurônios foram plaqueados sobre a
monocamada astrócitária pré-tratada, sendo avaliados após 24h.
Após análise do número de neurônios e de neuritos e do comprimento dos neuritos,
observou-se um aumento médio de 138 ± 30 % quando os astrócitos foram pré-tratados com
GMP e 136 ± 19 % quando pré-tratados com GUO (Figura 25), porém, não foram observadas
alterações no número ou no comprimento dos neuritos (Figuras 26, 27, 28, 29 e 30).
Para verificar se o aumento no número de neurônios sobre as monocamadas de
astrócitos tratados com GMP ou GUO se deve ao aumento da proliferação astrócitária ou
neuronal, realizamos a imunocitoquímica para BrdU. Os astrócitos são o melhor substrato
para neurônios em cultura (RAKIC, 2003), portanto, o aumento do número de astrócitos pode
favorecer a adesão e a sobrevida neuronal. Além disso, vários estudos demonstraram que os
DG, principalmente GTP e GUO, promovem proliferação e diferenciação celular em
astrócitos corticais em cultura (KIM et al., 1991; RATHBONE et al., 1999; CICCARELLI et
al., 2000).
No entanto, neste estudo não foi observado aumento na proliferação astrocitária ou
neuronal quando os astrócitos foram tratados com GUO ou GMP (Figuras 31 e 32), sugerindo
que o aumento no número de neurônios observado após 24h em co-cultura pode ser devido ao
aumento da sobrevida neuronal.
Assim, considerando o aumento no número de neurônios observado nas co-culturas
com astrócitos tratados com GUO ou GMP e levando-se em conta os efeitos da MEC como
substrato de adesão e na diferenciação celular, analisamos a organização das proteínas da
MEC, laminina e fibronectina. Os astrócitos são a principal fonte dos componentes da MEC,
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incluindo a laminina e a fibronectina, tanto in vivo como in vitro (GARCIA-ABREU et al.,
1995; PALU & LIESI, 2002). O padrão de organização destas proteínas na superfície dos
astrócitos fornece ótimo substrato para os neurônios e direciona o crescimento de neuritos
(GARCIA-ABREU et al., 1995; FARWELL & DUBORD-TOMASETTI, 1999; TRENTIN
& MOURA NETO, 1995).
Após o tratamento dos astrócitos com 1 µM, 100 µM ou 1 mM de GMP ou GUO por
24h, observou-se que tanto a laminina como a  fibronectina apresentaram suas organizações
em fibras, enquanto astrócitos controle apresentaram uma distribuição puntual das proteínas
(Figuras 34, 35, 36, 37 e 38).
 A alteração na organização da laminina, do padrão puntual para a forma fibrilar
após o tratamento dos astrócitos com GMP, pareceu ser dependente da concentração de GMP
utilizada, quanto maior a concentração utilizada, maior a formação das fibras (Figura 37). O
mesmo aconteceu com a organização da fibronectina quando os astrócitos foram tratados
com GUO, parece que quando maior a concentração de GUO utilizada, maior a formação das
fibras (Figura 35).
Estes resultados sugerem vias diferentes de modulação da organização das proteínas
da MEC, laminina e fibronectina, frente ao tratamento de astrócitos cerebelares com GMP ou
GUO.
Além disso, quando analisamos a organização do citoesqueleto dos astrócitos após o
tratamento com GMP ou GUO, através da marcação da GFAP, observamos uma discreta
alteração na morfologia destas células (Figura 33). Após o tratamento, os astrócitos
apresentaram-se predominantemente na forma protoplasmática, enquanto que nas culturas
controle, apresentam-se mais fibrosos. Assim, através da alteração na morfologia astrócitária,
GMP e GUO podem estar alterando também as proteínas da MEC, laminina e fibronectina.
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Vários estudos demonstraram que a fibronectina participa de processos como a
adesão, expansão e migração celular (YONEDA et al., 1995; WALKER & GALLAGHER,
1996), e que interações entre a matriz de fibronectina e fatores de crescimento podem regular
a diferenciação e a migração celular (SCHWARZBAUER & SECHLER, 1999). Além disso,
a laminina possui um importante papel no crescimento de neuritos, sobrevivência e migração
neuronal (LETOURNEAU et al., 1994; GARCIA-ABREU et al., 1995).
A razão pela qual não foi observado aumento no comprimento dos neuritos pode ser
devido ao fato de que, de um lado a laminina estava favorecendo o crescimento dos neuritos
(LUKENBILL-EDDS, 1997) e do outro a fibronectina estava atuando para diminuir a
velocidade do crescimento do cone neuronal (KUHN et al., 1995), não havendo assim,
aumento do crescimento de neuritos. No entanto, fibronectina e laminina aumentando a
adesão e a sobrevida dos neurônios cerebelares plaqueados sobre os astrócitos tratados com
GMP ou GUO por 24h, podem ser de fundamental importância para o aumento do número de
neurônios observado.
Além disso, vários trabalhos têm demonstrado que as moléculas da MEC podem se
unir a fatores de crescimento presentes no SNC e regular sua difusão, estabilidade e atividade
(VENSTONM & REICHARDT, 1993; ALVAREZ-SILVA et al., 1996; DAMSKY & ILIC,
2002). Sendo os astrócitos a maior fonte de fatores tróficos do SNC (GOMES et al, 1999),
devemos considerar que além da modulação das proteínas da MEC, GMP e GUO podem
estar estimulando a síntese e produção de fatores tróficos, os quais, agindo autócrina ou
paracrinamente, levam a um aumento na sobrevida neuronal.
Trabalhos recentes têm demonstrado a interação de fatores tróficos com as
integrinas, receptores das proteínas da MEC. Neste trabalho, as alterações observadas na
organização da LN e da FN podem estar relacionadas com um aumento na liberação de
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alguns destes fatores, como o FGF, o EGF, ou a proteína S100β, após o tratamento dos
astrócitos com GMP ou GUO. GLASKY et al. (1996) observaram que a administração de
AIT-082, um derivado das purinas, aumenta os níveis de RNA mensageiro para bFGF em
regiões lesionadas do cérebro. TRENTIN et al. (2003), demonstraram que o bFGF promove
alteração na organização das proteínas da MEC, laminina e fibronectina, semelhante ao
observado neste trabalho, o que pode sugerir que o efeito de GUO e GMP possa ocorrer via
liberação de fatores tróficos
Além disso, tem sido demonstrado que outros fatores, como o fator neurotrófico
derivado da glia (GDNF), o NGF, a NT-3 e a proteína S100β, são liberados após o tratamento
com GTP, GUO ou AIT-082 (MIDDLEMISS et al., 1995; NEARY et al., 1996; GYSBERS
& RATHBONE, 1996; CROCKER et al., 1997; RATHBONE et al., 1999), porém ainda não
foi demonstrado se estes fatores exercem alguma modulação sobre a organização das
proteínas da MEC.
Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que o GMP não protege os
astrócitos cerebelares da toxicidade induzida pelo glutamato e que astrócitos cerebelares
apresentam um perfil de morte necrótica e não apoptótica, quando submetidos a glutamato.
Além disso, a análise dos efeitos dos DG sobre a interação neurônio/glia demonstrou
que GMP e GUO atuam na modulação da organização das proteínas da MEC, que por sua
vez podem estar aumentando a adesão e sobrevida neuronal.
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6.0. CONCLUSÕES
Glutamato não induziu apoptose em astrócitos cerebelares após 24h ou 48h em
cultura, porém foi observada indução de necrose após 48h de tratamento das células com 10
mM de Glu.
O GMP não protegeu os astrócitos contra a toxicidade induzida por glutamato.
O tratamento dos astrócitos com GMP não induziu necrose nem apoptose nas
células.
O tratamento de astrócitos cerebelares em cultura com 1 µM, 100 µM ou 1 mM de
GMP ou GUO por 24h, promoveu uma discreta alteração na morfologia das células.
O número de neurônios após 24h em co-cultura com astrócitos tratados com GMP
ou GUO, aumentou em média 138 % e 136 %, respectivamente.
Não ocorreram alterações no número de neuritos por neurônio ou no comprimento
dos neuritos após 24h de co-cultura com astrócitos tratados com GMP ou GUO.
GMP e GUO não alteraram a proliferação de astrócitos e de neurônios.
A organização das proteínas da MEC, laminina e fibronectina, foi alterada da forma
puntual  para a forma fibrilar, após o tratamento dos astrócitos com GMP ou GUO.
Assim, através das alterações na organização da laminina e da fibronectina, GMP e
GUO podem estar aumentando a adesão e sobrevida de neurônios cerebelares em co-cultura.
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